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(57) Abstract 

. ™? »ven^n concerns the targeted insertion of a foreign DNA in a site selected in the genome of eucaryote cell. The in- 
seraon site selected u .found .in a gene. The targeted insertion is accomplished by transfecting eucaryote cellT^to a^ctor 

ITZl^t « f n to be inserted may compose either a coding sequence, or a regulating sequences. The flanking sequences 
are chosen so as to allow via homologus recombination, according to the case, either the expression of the coding sequenceof me 
DNA to be inserted under to control of regulating sequences of the receiver gene, or the expression of a coding seEe! of Se 
receiver gene under the control of the regulating sequence of the DNA to be inserted. sequences 01 me 

(57)Abrfge 

.,. L'mvention concerne insertion tiblee d'un ADN etranger a un site choisi dans le genome d'une cellule eucaryote. Le site 
c^Z^V^Z • • DS Un ^ ^ 5t ?° a ? Wte effectute » Octant des cellules eucaryotes avelun vtcteur 
^ t^m ^! 8 ,DSerer flanque de . deux s ^ uences senomiques qui jouxtent le site d'insertion souhaite dans le gene 
£r^<i£?r d msertionpeut comporter soil une sequence codante, soil une sequence regulatrice. Les sequences flanqWntes 
sont choisies afin de permettre par recombinaison homologue, selon le cas, soit l'expression de la sequence codante de 1'ADN 
d'insertion sous le controle des sequences regulatrices du gene receveur. soit l'expression d'une sequence codante du gene rece- 
veur sous le controle de sequence regulatrice de 1'ADN d'insertion. ™ gene rece- 
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PROCEDE DE REPLACEMENT SPECIPIQUE D'UNE COPIE D'DN 
GENE PRESENT DANS LE GENOME RECEVEUR PAR 
L • INTEGRATION D'UN GENE DIFFERENT DE CELUI OU SE FAIT 
L * INTEGRATION 
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L' invention concerne . un precede de replacement 
specifigue d'une copie d'un gene present dans le 
genome d'un organisms eucaryote receveur par 
1' integration d'un gene different du gene inactive 
10 De preference, le gene receveur sera present en au 
moins 2 exemplaires dans la cellule hdte transferee 
Le gene receveur est def ini comme etant le gene ou se 
fera 1» insertion du gene different. 

Plus particulierement, 1' invention concerne la 
production d'animaux transgenics dans lesguels le 
gene etranger a ete introduit d'une maniere ciblee 
pour permettre, a la fois, le maintien des fonctions 
genetiques normales de 1' animal et 1' expression du 
gene etranger sous le contrdle de promoteurs 
endogenes. 

Par "gene different ou etranger" on entend toute 
sequence nucleotidigue correspondent a la totalite ou 
a une partie d'un gene "etranger ou different" du 
gene recepteur telle gu'elle est trouvee normalement 
dans le genome (ARN ou ADN) , ou elle correspond 
egalement a une sequence modif iee artificiellement du 
gene normal ou encore a un fragment de cette 
sequence. 

L' invention concerne egalement le precede de 
production de ces animaux transgeniques. 

Dans la production d'animaux transgeniques, les 
methodes conventionnelles utilisees pour 

1' introduction de sequences d'ADN heterologues dans 
la lignee cellulaire germinale, ne permettent pas de 
controler le site de 1 • integration du gene etranger 
dans le genome, ni le nombre de copies ainsi 
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introduit. L' integration du gene stranger se fait au 
hasard et, en general, plusieurs copies du gene 
s 'integrant en meme temps, parfois sous forme de 
tandem tete a queue, le site de 1 • integration et le 
nombre de copies integrees variant d'un anima] 
transgenique a 1' autre. 

II peut done arriver que des genes cellulaires 
endogenes, situes au point d' insertion, soient ainsi 
inactives, sans que cela soit facilement decelable en 
raison de nombreuses insertions au hasard. si le 
produit de ces genes est important pour le 
developpement de 1' animal, celui-ci sera serieusement 
perturbe. D'ailleurs, l'insertion aleatoire du gene 
etranger peut se faire a un site qui n'est pas 
approprie pour 1 'expression du gene. De plus, ie fait 
qu'il y ait variation du site et du nombre 
d'insertions d- animal en animal rend 1 • interpetation 
des etudes d' expression extremement difficile. 

Un probleme majeur rencontrd dans la production 
20 d'animaux transgenigues, est l'obtention de 
1 'expression du gene etranger. D'une maniere 
generale, deux types d'experience ont ete realises 
chez les souris. 

Les genes introduits dans la lignee germinale 
25 sont : 

" soit des ^enes "complets", comprenant des sequences 
codantes flanquees de leurs propres sequences 
regulatrices; 

- soit des genes composites, formes de la sequence 
codante d'un gene, fusionnee 4 la sequence promotrice 
d'un autre gene, les deux fragments appartenant meme 
parfois a deux especes animales differentes. 

On a pu ainsi confirmer que la specificite de 
1' expression des genes dans tel ou tel tissu est 
determinee par leur(s) sequence(s) regulatrices. 
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Le chpix du promoteur approprie pour 
1 'expression du gene etranger chez 1' animal 
transgenigue est done d'une importance primordiale. 

D'autre part, la mutagenese dirigee de genes 
5 murins dans des cellules souches embryonnaires a 
recemment ete realisee en faisant appe i a un e 
technique de "ciblage genetique" (gene targeting) 
(Thomas et al., 1987; Thompson et al., 1989). 

Dans le premier cas, le gene murin HPRT a ete 
10 mute par insertion et remplacement et, dans le 
deuxieme cas, un gene HPRT mute a ete corrige 
Thomson et al. ont etendu leurs experiences jusqu'a 
l'obtention de souris chimeres et ont constate le 
passage de la modification genetique dans la lignee 
15 cellulaire germinale. 

Dans chacun des documents cites, le site precis 
de 1' integration a ete cible par recombinaison 
homologue entre, d'une part, des sequences exogenes 
comportant la mutation ou correction incluses dans un 
vecteur, sous le contrdle d'un promoteur exogene, et, 
d'autre part, leur homologue genomique. Ceci etant,' 
il faut remarquer que les auteurs anterieurs ont 
realise leurs experiences sur un gene specifique 
(HPRT) dont I- activation par mutation s • accompagnait 
d'un phenotype decelable. La mutation ciblee decrite 
par Thomas et al., avait pour effet d'inactiver le 
gene HPRT et, par consequent, de faire disparaitre le 
phenotype decelable normalement associe avec le HPRT. 
Le gene de selection Neo», sous le contr61e d'un 
30 promoteur TK, etait done incorpore dans 1 'ADN 
d- insertion afin de permettre la selection des 
transformants. II est a noter que les experiences 
decrites dans l'art anterieur iapliquaient une 
selection soit par le gene receveur (p. ex HPRT) soit 
35 par le gene d' insertion (p. ex Neo«) . Le site de 
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1' insertion et/ou le type de gene insere est done 
limit* a des genes conferant un caractere s*lectable. 

En outre, dans l'art anterieur, les sequences 
exogenes sur le vecteur servent done a la fois a 
cibler le site d'integration et a introduire la 
modification. Suite a la recombinaison homologue, le 
gene modifi* se trouve toujours dans son 
environnement genetique normal. 

Rappelons qu'un probleme qui se pose au cours de 
la production d'animaux transgeniques est le danger 
d'inactiver un gene cellulaire endogene qui se trouve 
au point d« insertion du gene etr anger. 

Selon la fonction du produit du gene inactiv* 
une telle inactivation peut conduire a des desordres 
physiologiques ou morphologigues importants chez 
1' animal transgenique, ou pourrait meme empecher sa 
survie. 

En revanche, 1 • inactivation d'un gene pourrait 
tee consider* comme avantageux si le gene en 
20 question codait pour un recepteur de virus ou autre 
agent inf ectieux. 

Les inventeurs ont *tudi* la possibilit* 
d«6viter les inconvenients d*crits plus haut, et 
associ*s, dans certains cas, a 1 • inactivation 
possible d'un ou plusieurs genes cellulaires endogene 
de fonction importante au cours de la production 
d 1 animaux transgeniques. 

L' invention a pour objet un proc*d* de 
replacement sp*cifique, notamment par ciblage d'un 
30 AON, dit adn d'insertion constitu* par une partie 
d'un gene susceptible d'*tre rendu fonctionnel, ou 
dont le fonctionnement peut *tre rendu plus ef fieace 
lorsqu'il est recombine avec un ADN de complement 
pour alors fourair un gene recombinant complet dans 
le genome d'une cellule eucaryote, caracteris* en ce 
que 
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- le site d- insertion se trouve dans un gene choisi, 
dit gene receveur, et contenant 1 'ADN de complement' 
et en ce que ' 

- l'on transfecte des cellules eucaryotes avec un 
5 vecteur contenant un inserat comprenant lui-meoe 

l'ADN d- insertion et deux sequences dites 
••flanquantes" de part et d« autre de i-adn 
d» insertion, respectivement homologues a deux 
sequences genomiques qui jouxtent le site d» insertion 
10 souhaite dans le gene receveur, 

- 1 'ADN d« insertion etant heterologue vis-a-vis du 
gene receveur, et 

- les sequences flanquantes, etant choisies parmi 
celles qui constituent le susdit ADN de complement et 
qui autorisent, par recombinaison homologue avec des 
sequences correspondantes du gene receveur, la 
reconstitution d'un gene recombinant complet dans le 
genome de la cellule eucaryote. 

L» invention concerne aussi un procede de 
production d'animaux transgeniques, caracterise en ce 
que des cellules E.s. sont transfectees dans les 
conditions sus-decrites et selectionnees pour 
l'evenement de recombinaison homologue, a savoir 
1' integration correcte du gene etranger, les cellules 
transfectees sont injectees dans des embryons a un 
stade ou ils sont aptes a integrer les cellules 
transfectees (par exemple au stade blastocyste) , 
ceux-ci sont ensuite reimplantes dans une mere 
porteuse et les individus chimeres obtenus au terme 
de la gestation sont accouples. si les cellules E.s. 
ont colonise la lignee germinale de 1' animal chimere, 
des animaux transgeniques heterogozytes pour le gene 
remplace seront obtenus par accouplement (Pi) dans la 
descendance. 

35 ii est egalement possible d'inserer le gene, 

porte par le vecteur de 1' invention, dans l'oeuf peu 
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de temps apres la fecondation (c'est-a-dire moins de 
24 heures). De cette maniere, l'insertion est 
effectuee pendant que l'oeuf est a l'etat 
unicellulaire . 

5 L' invention concerne aussi un plasmide apte a 

effectuer i« insertion ciblee d'un gene recombinant 
dit gene d« insertion dans le genome d'une cellule 
eucaryote, caracterise en ce qu'il contient un 
inserat comprenant lui-meme le gene d' insertion et 
deux sequences dites "flanquantes" de part et d' autre 
du gene d' insertion, respectivement homologues aux 
deux sequences genomiques qui jouxtent le site 
d' insertion souhaite dans le gene receveur. 

L' invention concerne egalement des animaux 
transgenics dans lesquels au moins un gene endogene 
a ete inactive par l'insertion d'un gene qui est 
different du gene inactive, le gene d'insertion etant 
xnsere dans une position qui permet l'expression de 
ce gene sous le contrdle des sequences regulatrices 
20 du gene endogene inactive. 

Le procede de 1» invention permet, done, grace au 
phenomene de recombinaison homologue, d'inserer d'une 
maniere ciblee des genes etrangers , en particulier 
des sequences codantes depourvues du promoteur qui 
25 leur est normalement associe, dans le genome d'un 
organisme eucaryote a un site qui permet leur 
expression sous le controle du promoteur endogene du 
gene ou se fait 1 . insertion,- et par consequence, 
d'inactiver le gene endogene cible. 
30 selon un mode de realisation prefere de 

l'invention, le gene receveur cible est un gene qui 
est present dans le genome en au moins deux 
exemplaires. L» utilisation de la technique 
d'electroporation (Ref. 11) assure ^introduction 
35 d'une copie settlement du gene etr anger. 



10 



15 



WO 90/1 1354 PCT/FR90/00185 

7 

Selon cette variante de 1' invention, 1' insertion 
ciblee du gene d'interet (c'est-a-dire le gene dit 
d' insertion) a pour effet d'inactiver la seule copie 
du gene cellulaire endogene ou se fait 1* insertion et 
5 laisse intacte et fonctionnelle la ou les autre (s) 
copie (s) de ce gene. 

De cette facon, le fonctionnement genetique de. 
1' animal transgenique n'est pas ou peu perturbe par 
1' introduction. du gene etranger, nine si l» insertion 
inactive une seule copie d'un gene essentiel receveur 
pour le developpement de 1' animal. Soit son 
developpement ne serait done pas affecte par 
1' insertion du gene etranger, soit les perturbations 
mineures possibles dans le cas de 1 • inactivation d'un 
gene critique ne seraient probablement pas lethales 
pour 1' animal. Les effets de 1« insertion du gene 
etranger a l'etat homozygote pourraient etre de toute 
nature et seraient observes en 2eme generation (F2) 
apres croisements d'individus heterozygotes (Fi) 
20 entre eux. 

Si, par contre, 1 • inactivation de toutes les 
copies d'un gene est souhaitee, par exemple, dans le 
cas ou le gene code pour un recepteur d' agent 
infectieux, de multiple copies du gene etranger sont 
25 introduites. Le contrdle de la quantite introduite 
peut etre assure en faisant appel a des techniques 
connues. 

L' insertion ciblee du gene etranger permet done 
son introduction dans un site ou son expression est 
sous le contrdle des sequences regulatrices du gene 
endogene ou se fait 1' insertion. 

Le procede de 1' invention permet ainsi d'inserer 
le gene etranger derriere un promoteur endogene qui a 
les fonctions desirees (par exemple, specificite 
d- expression dans tel ou tel tissu) , et cela, le cas 
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echeant, sans, inactiver les autres copies dn • 
receveur. copies du gen e 

Selon un *ode de realisation particulierement prefer, 
de 1* invention, l'ADN dHn«w.< Prefere 
* msertaon comport e entre loe 

5 se ^ences ,f lanquantes , d'une part un* \ ■ 

destinee a etre recomM^T seQ ^enc e d 'ADN 

dans la ge na receveur " » *• °°»Plenen t 

racoabinant, at, d-autra na!T^ 94 " e 

" transits « „ ^Z'ZZ a ~ 

insdra ou X. g4 T LZZZZTZT" 
coder pour un prodult a^^raaaTn D " 
20 abaction dea transplants. ITZZ^TT™ ^ 
- pa raat ana Zj£Z 

25 aurprananta qua 1 • insartion V 6 Mnl *" 

**P=rtanta Z L^TTZLIVTZ *. ^ 

iz?j r *~ - —* -^uls . affacte 

30 1. typa da a ZZ ZZTZ ^ — 

Branca c^ta^. rTf* * 
u'una aaquanca ragulatrica 7^ 1 r *"» 1 « 0 —nt 

"activation d-un gaTIat Lat " la 

. P mutation ou 1 ' ameliorate 

du taux d'expression d'un gene, n JT t *l 

pnase codante par une sequence 
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heterology qui commence au codon d'initiation du 
gene remplace afin que 1- expression du gene insere 
remplace entierement I'expression du gene remplace. 
cecx evzte la formation de proteines de fusion qui 
pourraxt etre indesirable cnez un animal 
transgdnique. 

Salon ee aod. d. rdalisation d. 1' invention 
l'ADH d'insertion pent exporter entre ies sequent 
flanquantes una sequence codante hdterologue 
depourvue de pronoteur, la sequence codante dtal 

L ADH d' insertion pent exporter en outre, en aval d. 
1. sdcuenc. codante et toujour* entre les sequences 

15 „!Tr teS ' ™ ^ COdant pour «" a. 
selection, essoci. , un pron.ot.ur pemettent son 
expression dans la cellule cible. 

De cette maniere, la sequence* codante heterology 
pent etre inseree derriere un promoteur endogene qui 

LrL^fr 8 SOUhalt6eS ' Par ™* ™* certaine 
specifxexte d'expression, ou grille de transcription 

etc la selectabilite des cellules transferees etant 

entierement independante de i- expression de la 

sequence codante heterology. Ce type de construction 

permet, par exemple, de selectionner ies 
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transformants meme si le gene remplace par la 
sequence codante heterology n'est pas normalement 
exprime dans les cellules cities. ceci est 
particulierement important dans la production 
d'animaux transgeniques a partir de cellule E S 

30 ("Embryonic stem Cells"! r»-,i^,, 

. v.exj.s ) puisqu'une proportion 

importante des genes rests inactive jusqu'a un stade 
Plus avance du developpement de 1-animal. Le gene 
Hox-3.1 est un exemple de ce type de gene. D'autre 

35 Si ^ S6qU ^ Ce C ° dante C ° de P0Ur "» P«teine 

facilement decelable, par exemple, i e b-Gal le 

developpement de la grille de transcription du'gene 
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endogene replace peut etre suivi. Le vecteur p GN est 
un exemple de ce type de construction. 

selon un autre aode de realisation de 
Invention, 1-ADN d- insertion peut exporter una 
sequence regulatrice etrangere. Le site d'insertion 
et, par consequence, les sequences flanquantes sont 
choxsxes en fonction du but desire, a savoir soit 
1 insertion de la sequence regulatrice etrangere pour 
donner un effet de double prcoteur" avec la 
10 sequence. regulatrice endogene, ou soit le 
replacement d'un promoteur endogene par le promoteur 
stranger. La sequence codante qui se trouve sous le 
contrdle de la sequence regulatrice peut etre 
endogene. 
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Une autre possibility serait I'insertion ciblee 
d un ADN etranger qui comporte a la fois une sequence 
regulatrice et une sequence codante. II est possible 
que la sequence regulatrice . soit celle qui est 
naturelleaent associee avec la sequence codante. 

Le precede de l-invention Met en oeuvre un 
vecteur contenant deux sequences -flanquantes" de 
part et d'autre du gene etranger. Ces sequences 
flanquantes ont au moins 150 paires de bases et sont 
de preference inferieures a la longueur du gene 
25 receveur. II est essentiel que ces deux sequences 
flanquantes soient hoaologues aux deux sequences 
genomiques qui jouxtent le site d-insertion souhaite 
La sequence flanquante du vecteur qui se trouve en 

bomologue a la sequence genomique qui est situee du 
c6te 5. du site d-insertion. De la »e*e maniere la 
sequence flanquante du vecteur qui se trouve en aval 
du gene etranger, est normaleaent homologue a la 
sequence genoaique qui est situee au cfite 3- du site 
35 d» insertion. 
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II est possible d • introduire des g i ma 
»interc.l.ntes. entre ^ ou v ^JZs ~ 
nan^tes et le gene etranger, par axmp T* 2 

v:: t e~:. das s ^ snces - — - * 



IZT / ' 4traD9er d0it dtre coll 

10 £ "* P " l'«»»»ion du gene 

" rang * r ' M partlCT "« * U stance d'ADN codanre 

«tr»g«. sous x. contra!. du prOMteur 

» !• inverse, la s4guence codanta <a • adh endogLe sous 
le co„tr61a d'elements da regulation *T 
.pportds par la ..guano, d- inearth ^ 

tel9r4 la P^sence das aequ.nc.s flanguantes 
qui encourage una r.co^inaiaon homologua. I Zi 
possible gu-un certain nosore d-integratioL a. 
b!en " dB V4r " ier I'*— -tta. clbli a 

20 antra" droL^ Site ^ * non — — « 
antra endrolt, la technique du "Polymerase Chain 
Reaction. (P.c.R.) (voir M . 10, est utlllsl^ 
amplifier la saguenc. d'ADH du locus oft l-inserti™ 
aftr.lt dft s. raire. De cette faccn, seuls len ctonL 

« STS^— — — — - 

Les sequences flanguantes du vecteur sont bien 
3 0 peuvent comporter des sequences 

rt.rd"t.ductir;/ ,initiation — 

ae Eduction (sequences amont) et 
sequences replies des s.gu«c.s de termCson 
35 not.pt des sites d. polyadenylatlon (s^nce. 
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Le gene d- insertion peut etre n'iaporte „.i 
96ne d'interet. On citera eo ™»- ">Porte quel 

li*itatifs, le gene l ac 2 r n ° n " 

d™<<- \ (COBme dans le modele 

decrit plus loln) »°dele 

5 ^nterleufcine ou LinterfJn, las T 
rScepteur, par exeaple de 1-acide ret i n 
beta-3 adrenergigue ou de H I v ^ „ r6tino ^e ou 
coaae etant lil^ certatnL Zl «V 9 *~ " 
ayopathie, etc... * aladieS ' P3r ^P 1 * * 

10 selon une variante preferee de 1 -invention , 

cellules eucaryotes sont des JuST 
eabryonnaires (voir Ref. i4 e t is,. S ° UCheS 
En effet, une cellule E s „„4.^_ 

Si la lignee gerainale est colonist- « , xmm ' 

effets de ctta nutation, a i „ 
" certains indivldus, J ' X J ^ 

ccsnportement, leur a ^J,T d4val <=PP««nt, leur 
•to.. "*taboHsi»«, Lur pathologie, 

la figure l nontre 1. pleemide pGN, 

punu respectivement construites a partir a, 

plas^f PG " » *~ H= x ! " £ 

plasnldes sont d aB p laSBldM d . Dutag6ni3e . ^ 

parties de Xa phase codante du gene hum T . 
~pre.ent.es, sur le chronoso*. « JTli k T 
30 "homeo" en m ), t„ ' TO la bol *e 

meo en noir. les sequences oorrespondantes d. 
Hox-3.1 =nt ete donees dans le plasside " 

plncC 31 ^ POlyad4nylati «» ■ ennancer- 

3» dL e \a M pcT Irent 1M deUX °"™«°^ utilises 
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Les figures 3 a 6 montrent les plas m id* c 
utilises dans la construction du pGN. plasn ^es 

La figure 7 iliustre l a detection d 
recoabinaison hoaologue avec la technique Reaction de 
5 Polymerase en chaine (p.c.r.j S ur des cellules E s 
transfectdes. E.s. 

La figure 8 (a) et (b) montre des analyses de 
Southern de denes Viviens p osi ti f s (L5 Tn> t 
cellules E.s. (C.C.E.). 
10 L. procedd ae 1. invention «t d'.ppiic.ti OB 

industrial!, tree large et peut verier «Z Tl 
nature du gene dtranger introduit. la 
La gdndtigue des ,na*ni»res va progresser a. 
*aniere considdrable grace a la possiniliS 

de =P^xi 9 ue n ent n-inporte quel Z. 

pernettent ainsi de aieux ddfinir son ^ 
technologi. gui fal t intervenir reconbineUons 
monologue. et cellules E . s ., des 
prdcieuses seront appcrtdes sur des oncogenes, des 

20 facteur. de croiseance, des facteurs " 
trenscrxption, etc.... g4nes ^ OOBearnent £ 
sujets tree actuels de la recherche fondanentale cu 
la recherche appliqode. Dn debouche important pour la 
recherche -ddical. est la poesibilitd de reproduce 

2S une naladie hunaine dont la determination gLti^ 
est connue (certain*, salaaies hunaines a 

pathologre, tell, la nyopathi. d. Duchesne, ceci afin 
de nreux en dtudier les -dcanis.es et de rechercf- 
une therapeutigue. rechercher 

30 En appliquant le procedd de 1-inventicn, un gene 

connu co™. dtant respcnsable d-une certain. nallSe 
est insdrd d-une nanier. cibld. dans 1. giBma 
cellule E.S. L'anW transgdnique gui est prcduit * 
la suit, prdsent. un .odele util. d. ctt. «al,die 
t JS n6cessalra ' «* > oecrit plus haut, i„ 

fonctiennements gendtiques nor^ux peuvent stre 
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sensiblement maintenus, malgr6 1- insertion du akne 
stranger. y 

One autre application du precede de 1-inventicn 
consist, a i nS dr.r un gene d-insertion ZTZ 
5 facuament ddcdld e.g. le i. c . z et ^ * 

Jou^r le rol. d-un nargueur cellulaiT ct ce^e 
manier. des etudes de filiation e.g. chea des 

™Jl Cm S ° nt faCUit4M ' « la — P«* 



T 1 ^ 0 " ^ g ' n * laC - Z — • d' insertion 

rend aussi possibl. des dtudes de prosoteur. Gtlc . 4 

^""vit. ,-gala=tosidase, 
enuoolL * *i«erents prcnoteurs 

X5 TJT7 P ~ * tUd " M - =">lant diffdrents 

sites dans le mob. type ou different, types d9 
cellules, ^s ntoee dtndes pcurront dtre JLJZ 
sur un organise enti«. au cours du dev.lcppen„t ou 
a 1 #tat adults, „ utili.ant les technics, 
d-aiuaiaux chimtaw ou transgeniques. 

I« inventeurs ont constat, d'une ^anitee 
surprenant. gu. la rr^ence de «cosbi„a£on 
^onologue n-est pas affect., par 1 • insertion d. 
fronts de tain. iBpcrtante. par ««pi. u tac * 

25 TT, rVati ° n " MOTfe * l»vent.ur. gu. la 
5 t f miqUe d * recosbinaison hosologue .emit bien 
adapt.. . l.ins.rtion d-autre. , teM .eternises Z 
sent de taille important.. ^ 
sr.ee a 1, possibilit. d. modifier 1. g&rane 

30 £ ^Tis.e le ^ ^ 1,lmeatl0n — 

xes pj.ua evidentes consisterait a 
taactiver les genes de receptees d-agents inf.cti.u* 
(virus e» baetdries) ou toxigu... si ctt. metagenese 

P " rtUa saM "^Mlr 1, sensibUitd aux agents 
nuxsibles. Dn gen. modifie codant pour un "el 
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recepteur pourrait etre reintroduit dans la cellule 
mutee, a moins que la modification puisse etre 
provoquee par la recombinaison homologue. cette 
modification du patrimoine genetique confererait a 
5 1 » animal une immunite centre la maladie consideree. 

Ce protocole peut aussi intervenir dans le cadre 
d'auto-greffe. Des cellules, malades ou saines, 
prelevees sur un patient, pourraient etre soignees et 
immunisees, puis reimplantees chez le meme individu. 

La technique de 1' invention se prete aussi aux 
etudes d'activite de produits pharmaceutiques 
presumes avoir une activite a l'egard des produits 
d- expression d'un gene pathologique lie a une 
maladie. Dans ce cas, le gene d» insertion est 
constitue par le gene pathologique et on administre a 
1' animal transgenique le produit pharmaceutic en 
vue d'evaluer son activite sur la maladie. 

L« invention va etre illustree en faisant 
reference au plasmide pGN et son utilisation dans 
l'insertion ciblee d'un gene etranger (lac.Z, codant 
pour l'enzyme ^-glactosidase d'E.Coli) dans le genome 
d'une cellule d'E.S. de souris. Le gene lac.Z a ete 
choisi en raison du fait que son expression peut etre 
facilement decelee et est simplement a titre 
25 illustratif. 

La phase codante de l» enzyme ^-galactosidase 
d'E.Coli (lac.Z; 1-3057), fusionnee avec une sequence 
genomique (7292-3) du gene murin Hox.3-1 (Ref. l) , 
debute par le codon d'initiation de ce gene. En 
effet, la sequence qui precede le codon d'initiation 
de Hox-3.1 est identique a la sequence consensus 
observee chez les vertebres (Ref. 2), permettant 
ainsi un meilleur taux de traduction de la 0- 
galactosidase dans les cellules de vertebres. Le gene 
lac.Z est suivi d'un signal de polyadenylation par 
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exemple du virus SV 40, comme la plupart des genes 
eucaryotes, afin de stabiliser les ARN S messagers. 

L'activite de la /9-galactosidase d'E.Coli, qui 
est fonctionnelle dans les cellules eucaryotes/ peut 
5 etre deoelee de differentes manieres. Des cellules 
exprimant le gene lac.z prennent une coloration 
bleue, apres fixation, en presence de X-Gal, qui est 
un substrat de la £-galactosidase (Ref. 3 ) . un 
nouveau substrat, le FDG (flurorosceine di-jj- 
10 galactopyranoside) , permet de deceler et de doser 
l'activite /?-gal. tout en gardant les cellules 
vivantes (Ref. 4). Les cellules exprimant lac.z 
accumulent un produit fluorescent et peuvent etre 
isolees a 1'aide d'un trieur de cellule ou pacs 
15 (fluorescence-activated cell sorter). 

L'unite de transcription du gene de resistance a 
la neomycins provient, en grande partie, du plasmide 
PRSV neo (Ref. 5) . Le LTR (long terminal repeat) du 
virus du sarcome de Rous procure des sequences 
20 activatrice et promotrice tres puissantes dans de 
nombreuses cellules eucaryotes (Ref. 6 ) . Da 
transposon bacterien Tn5, viennent un promoteur actif 
dans E.coli et la phase codante de l-enzyme 
Phosphotransferase (Ref. 7) , qui est suivie du signal 
25 de polyadenylation du virus SV40. Le meme gene sous 
le double contrdle des promoteurs RSV et Tn5 peut 
conferer la resistance a la n6omycine ou la 
kanamycine aux bacteries et la -resistance au G418 aux 
cellules eucaryotes. 
30 Par l-effet d;«une simple mutation ponctuelle 

1 'unite B des sequences activatrices (enhancer) de la 
souche PyEC F9.1 du virus du Polyome est devenue 
beaucoup plus active dans differents types de 
cellules, et en particulier dans les cellules de 
35 carcinome embryonnaire (EC) (Ref. 8) . Deux copies de 
cet enhancer Py F9.1 ont ete inserees en tandem dans 
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le plasmide , pGN, en amont du LTR-RSV, et dans 
1' orientation "promoteur tardif" de la region 
regulatrice du Polyome. 

Afin d'ameliorer le taux de traduction de la 
5 phosphotransferase, la sequence precedent le codon 
d'initiation a ete modifiee lors d'une mutagenese par 
oligonucleotide. Ainsi la sequence T T C 6 c AUG 
est devenue G c A C c Aug, correspondant bea"^ 
maeux a la sequence consensus d- initiation de la 
10 traduction chez les vertebres (Ref. 2) . 

Les ameliorations apportees a 1 -unite de 
transcription du gene de resistance a la neomycine 
ont pu etre estimees en transfectant des cellules 
soucnes embryonnaires (ES) de souris. a molarite 
15 egale en plasmide, une construction avec les enhancer 
Py P9.1 a produit 7,5x plus de clones resistants au 
G418 que le pRSV neo et 2 a 3x plus que le pMCl Neo 
decrit par capecchi et al (ref. 13). A nouveau, le 
nombre de clones a ete augmente 60x, soit 450x par 

20 ITT, * U PRSV ne °' en ttodifia »t la sequence 
d'initiatxon de la traduction. La recombinaison 
homologue pent etre un evenement assez rare, se i 0 „ 
les conditions experimentales appliquees (p. ex 
1/1000 pour HPRT, ref. 13 ). un vecteur presentant une 

25 efficacite de selection elevee est done tres utile 
d'autant plus que les conditions d • electroporation 
donnent lieu principalement a 1 • integration d'une 
seule copie. 

Le plasmide pGN contient, en outre, une origine 
30 de replication bacterienne de type colEl, p B R322, qui 
permet les clonages et les preparations dans E.Coli. 

Enfin, un site de clonage multiple (M.C.S.), 
synthetise in vitro, qui ne contient que des sites de 
coupure uniques dans pGN, a ete insere en amont de 
35 lac.2, afin de faciliter les utilisations de ce 
plasmide. 
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Les sequences "flanquantes" plasmidiques qui 
provoquent la recombinaison homologue sont ajoutees 
aux extremites du plasmide pGN apres linearisation du 
plasmide en amont de lac.Z, par un site du MCS (voir 
5 fig. 2). En 1 'occurence, les sequences flanquantes 
choisies sont homologies des sequences chromosomates 
issues de Hox-3.l devant ulterieurement intervenir 
dans la recombinaison homologue. 

La figure 2 situe la molecule construite a 
partir du plasmide pGN par rapport au gene Hox-3.i. 
Dans ce cas, une reconbinaison entre les sequences 
plasmidiques et chromosomales de Hox-3.l resulterait 
en une insertion au debut de la phase codante de ce 
gene, done a son inactivation totale. 

Le plasmide pGN rassemble plusieurs avantages 
pour cette methodologie, qui est applicable a 
n'importe quel gene. L'evenement de recombinaison 
homologue pouvant etre assez rare (de l'ordre de l 
pour 1000 integrations non-homo logues) , ±i est 
necessaire de pouvoir analyser un grand nombre de 
clones dont la resistance au G418 soit suffisament 
forte pour s'exprimer dans n- import e quelle partie du 
genome. Les modifications apportees 4 1 'unite de 
transcription de la phosphotransferase repondent 
25 parfaitement a ces problemes. La methode de 
mutagenese par recombinaison homologue eguivaut a 
inactiver un gene par une insertion ou une 
substitution, mais le plasmide pGN presente 
l'avantage supplementaire de pouvoir substituer 
30 l'expression de la, /9-galactosidase a celle du gene 
aute. Enfin, le MCS facilite les clonages de 
fragments genomiques. 
EXEMPLES : 

I - Construct ion du plasmide new 

35 Les plasmides intermediaires sont numerotes 

selon leur etape. 
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1 * etape : 

Insertion d'un site yhn t dans ^ go] t de 
PRSV neo 

Insertion d'un linker Xho I dans le site Bgl I d e 
PRSV neo, rempli par le fragment Klenow de 1'ADN 
polymerase d'E.Coli. 
2 ; etape : 

insertion d'un site ci a t dans i„ B <+. n Ndc T du 
plasmide pi ' 

insertion d'un linker Cla I dans le site Nde I de pi, 
rempli par la polymerase Klenow. 
3* etape : 

Insertion d 'enhancer Pv ra.i dans i e e -i^ T 
du plasmide p2 

Insertion d' enhancer Py P9.1 Pvu ii-Pvu n isol6 par 
un site unique, Acc I, dans le site da I de p2 
Selection d'un clone contenant deux enhancers oriente 
dans le sens "promoteur tardif. 
4* etape : 

Deletion Sma T ~Hpa I du plasmide P 3 
Les deux enzymes, donnant des extremites "bouts- 
francs", peuvent etre ligues directement. Cette 
deletion enleve l'intron de l'antigene t de sv 40 
qui n'est pas tres utile, et diminue de maniere 
appreciable la taille de 1-unite de transcription de 
la phosphotransferase. 
5* etaoe : 

Insertion d'un sit* Xho i site nam WT 
PCH110 ' 

insertion d'un linker Xho I dans le site Bam HI du 
plasmide pCH 110 (Pharmacia), rempli par la 
polymlerase Klenow. 
6* etaoe : 

Insertion du 3' i»r,- 7-poi vA sv 4 Q d.n. le 
plasmide p4 
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La partie 3- de la phase codante de la 0- 
galactosidase, suivie du signal de polyadenylation du 
virus SV 40 est isolee du plasmide p 5 par les sites 
Xho I-Aat n et clonee dans le plasmide p 4 par les 
memes sites. 
5 7* etaoe : 

Insertion du st i nc>2 dana 1e yecteox KS- 
La partie 5» de la phase codante de la p- 
galactosidase est isolee du plasmide p M C 1871 
(Pharmacia) par les sites Pst I-Sac I et clonee dans 
le vecteur KS- (stratagene) par les memes sites. 
8* etane : 

Fusion d'une sequent ioue HQ y., , le 

5? lac.Z " ■ 



15 



Une sequence genomigue du gene Hox-3.1, clonee dans 
le vecteur KS-, est purifiee par digestions 
successives par !• enzyme Sac I, puis par la nuclease 
Mung bean et enfin par 1- enzyme Apa I. Cet insert est 
fusionne avec la partie 5' de la phase codante de la 
2q f-galactosidase par clonage dans le plasmide p 7 
digere par Apa I-Sma I. La proteine ainsi fusionnee 
contient le codon d'initiation de la traduction du 
gene Hox-3.l suivi de la phase codante de la fl- 
galactosidase (verif iee ensuite par sequencage) . 

25 

Met Ser Ser n* Dm m. 

CCAGC ATOASJLTCC A tt e?r JR. Pro 

" GGTCG TAC ^ 

I nudSase Mung bean 
CCAGCATG 

GGTCG TAC - GGGGATCCC 

Met % Asp p|0 CCC ^GGGG 
35 CC AGC ATG GGG GAT CCC 

GGTCG TAC CCQCTAGGG 
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9* etape : 

Insertion de Hox-3.1-5' lac.z danfi i- B lagnide 

La fusion Hox-3.1-5- lac.Z est isolee du plasmide P 8 
par les sites Apa I-Sac I et clonee dans le plasmide 
P6 par les mines sites. Ce clonage a pour effet de 
reconstituer la phase codante de la /*-galactosidase 
dans sa totalite. 
10* etape : 

Insertion du gfen e Neo" dans i e vertpnr g§+ 
Le gene de resistance a la neomycins (promoteur 
bacterien et phase codante de la phosphotransferase) 
est isolee du pRSV neo par les sites Hind IIl-Eco ri 
et clonee dans le vecteur KS+ (Stratagene) . 
11* etape : 
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Mutaqenese de la sequen ce d'inj*H a t ion de w„»« 
dans pio ~™ ~ 

La sequence d- initiation de la traduction de la 
phosphotransferase est modifiee pour etre identique 

20 a la sequence consensus observee chez les vertebres 
et permettre ainsi un taux superieur d' initiation de 
la traduction done une resistance accrue au G418 pour 
les cellules de mammiferes. La modification cree 
egalement un site Apa LI qui permet de contraier 

25 l'efficacite de la mutagenese. 



GTTTCGCAXfi *» GTGCACCATq 

30 

Un oligonucleotide 
(CTTGTTCAATCAT66TGCACGATCCTCA) comportant une region 
de misappariement avec la sequence du pRSV neo 
(soulignee) est synthetise (Gene Assembler, 
35 Pharmacia) puis phosphorylee par la polynucleotide 
kinase du bacteriophage T4. Une matrice simple brin 
du plasmide pio est preparee grace a l'origine fi du 
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plasmide KS+ ,et hybrids avec 1 • oligonucleotide de 
mutagenese. Le deuxieme brin est synthetise et repare 
par la polymerase Klenow et l'ADN ligase du 
bacteriophage T4. Apres transformation de barter ies, 
s les clones mutes sont cribles a l'aide de 
1' oligonucleotide marque au H P. La mutagenese a ete 
verifiee en digerant par Apa LI ainsi que par 
sequencage. 
12* etaoe s 

10 Replacement de la sc ience d' inflation dans 1* 

plasmide p_9 ~*~ ~~~ -~— — 

Un fragment contenant la sequence modifiee 
d' initiation de la traduction du gene de resistance a 
la neomycine est isolee du plasmide pn par les 
15 Byrnes Hind IH-Eag I et clonee dans le plasmide p9 
par les memes sites. 
13* etape : 

Insertion du site de clona ge multiply dans 1* 
plasmide pl2 — 

2Q Deux oligonucleotides complementaires sont 
synthetises (Gene Assembler, Pharmacia) puis 
phosphoryles. Apres appariement, le MCS est clone 
dans les sites Apa I- Sac II du plasmide pi2 grace a 
ses extremites cohesives 
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Xmtl Asp 718 vjnj 

Le site de clonage multiple a egalement ete verifie 
par sequencage. 

11 " Edition — des sequences ■fi MH p,,.. < . aaB auv 

extremites du plasmide new Un6arls6 ™ * «. 

lac.Z' oar un site du M.c.s 

Les sequences flanquantes utilisees ont ete 
choisies en fonction du site d'insertion souhaite 
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(par ««, P 1., ho*-,.!, voir Pig. 2 a et b pGla at 

pGMD) • 

Dans la construction du plasmide de mutag ^ se 
PGMD, deux bras d'ADK homologue au iocus Hox-3 1 ont 
ete clones aux sites Apa I-Nsi I et Nsi i- Sac H d u 
vecteur pGN. Le bras 5- commence au site Sac h 
(CCGCGG)au nucleotide 219 de 1'ADNc c21 de Hox-3 1 
Ce fragment s'etend sur 6.8 kb en 5- jusgu-au premier 
sxte BamHI. Le bras 3 ' cogence au site A pa 1 
(GGGCCC) au nucleotide 885 de 1-ADNc c21. Ce fragment 
s-etend sur 1.5 kb en 3- jusqu'au premier site Pstl. 
Un linker Nsil a ete insere dans le site BamHI du 
fragment 5- et dans le site Pstl du fragment 3«. Les 
bras 5. et 3. ont ete clones dans le vecteur pGN dans 
" les sites Nsi i-sac II e t Apa i- N si x , 
respectivement. La sequence de l'ADNc de Hox-3 i e2 i 
est publiee (ref. l) . * 

Le plasmide de mutagenese est linearise par 

20 ^ ^ HSi 1 aVMt ^ctroporation de 
20 cellules E.S. Ses extremites sont formees des deux 
bras genomiques clones aux sites Apa i-Nsi I et Nsi 
I-Sac II du vecteur pGN. 

Le plasmide pGMD ne presents pas de signal de 
polyadenylation apres le gene de resistance mais, en 
revanche, presente une sequence riche en AU 
responsable d'une degradation selective de mRNA 
inseree dans la sequence de 1'intron du Hox-3.1 du 
plasmide* 

? n autre P^smide de mutagenese, pGHA, presente 
la meme structure que le pGMD mais contient les 
eignaux de polyadenylation et de terminaison de 
transcription du SV40 et ne presente pas la sequence 
AU de degradation de mRNA en aval du gene Neo'. ces 
modifications avaient pour but de reduire le taux de 
transcrits de Neo' da ns des clones issus 
d'integration au hasard. En revanche, des clones 
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issus d'evenements de recombinaison homologue entre 
PGMD et un locus Hox-3.1 devrait avoir une croissance 
inalteree pendant la selection au G418, la sequence 
AT de degradation de mRNA etant eliminee par le 
procede de recombinaison meme, ou epissee avec 
l'intron Hox-3.1. 

Dans les etapes experimental es qui suivent, le 
protocole decrit par Thompson et al. 1989, a ete 
suivi pour la production d'animaux chimeres. 

111 ' Transfection de ce llules embrvonnaireg a~ 
souris 

La methode decrite par Thompson et al. 1989, a 
ete utilisee pour transfecter des cellules 
embryonnaires de souris. L'utilisation de la 
15 technique de l'electroporation assure 1 » introduction 
d'une seule copie du gene etranger (lac.Z) par 
cellule. Apres transfection, plusieurs clones 
exprimant la /3-galactosidase ont ete isoles. 

Les plasmides de mutagenese pGMD et pGMA ont et6 
20 linearises et introduits par electroporation dans des 
cellules E.S. afin de favoriser 1« insertion d'une 
copie seulement dans le genome (r6f . 11) . 

Les transfections initiales ont ete effectuees 
pour comparer l'efficacite de ciblage du Hox-3.1 des 
25 plasmides pGMA et pGMD (voir tableau I). 





Recombinaison homologue dans le gene Hox-3.i 




Exp. 


Plasmide 


N* de 


Nb de clones 


Nb de resul- 


30 




de muta- 


1 'ensemble 


formant 


tats P.c.R. 






genese 


analyse 


1' ensemble 


positifs 




I 


pGMA 


3 


600 


0(2) 




II 


pGMD 


5 


250 


3(5) 




III 


pGMD 


84 


2-3 


5(5) 


35 











Tableau I 
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La lignee cellulaire E.S. »c.c.i." (ref. 16) a 
ete maintenue d'une maniere continue sur des couches 
nourricieres fibroblastiques (ref. 17). Pour les 
experiences 1 et II, 1.5 x 10 7 cellules E.S. dans 1.5 
5 ml HeBS ont ete electroporees (ref. 11) a 200 V, avec 
40 mg de plasmide linearise, puis etalees sur guatre 
boites de cultures (diametre 100 mm). Pour 
Inexperience in, i e choc a ete effectue dans les 
memes conditions mais un guart des cellules ont ete 

10 etalees sur guatre plagues a 24 puits. Le lendemain, 
250 ng rnl'1 G418 ont ete ajoutes. Chague transfection 
a donne lieu a environ 2400 clones avec p gma et 
environ 1000 clones avec pGMD. 

Le nombre moyen de clones de cellules E.S. 

15 resistantes au G418 dans chague ensemble est indigue 
dans le tableau I, ainsi gue le nombre d' ensembles 
donnant un resultat positif avec la technigue P.c.R. 
Un resultat positif signifie g'une bande de 1.6 Kb a 
pu etre observee sur un gel d' agarose colore de 

20 bromure d'ethidium (voir fig. 7). Le nombre 
d' ensembles donnant un signal positif apres une 
analyse de Southern du melange P.c.R. et hybridation 
d'une sonde specif igue gui ne contenait pas les 
seguences des amorces est indigue entre parentheses 

25 (fig. 8). 

Detection de la recombinaison homoloaue avpn la 
P.C.R. 

P.C.R. a ete effectuee sur 10 5 - cellules d'un ensemble 
de 250 clones de la transfection II (voir voie D de 

30 la fig. 7). Dans les autres voies, guatre ensembles 
de la transfection III ont ete analyses ensemble en 
melangeant environ 4 x 5000 cellules. Les amorces 07 
et 08 utilisees dans la P.C.R. entourent la seguence 
3' Hox-3.1 du plasmide de mutagenese (fig. 2). Le 

35 fragment de 1.6 Kb recouvrant cette seguence 3« ne 
peut etre amplifie gue dans le cas d'une 
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recombinaison' homologue. Les voies 2, 3 et D 
illustrent des resultats positifs. 

L'ADN de clones E.S. a ete prepare au moment de 
la replique sur filtre en utilisant la methode 
5 "boiling-proteinase K digestion boiling" (ref . 18) . 
40 cycles d* amplification (40 secondes a 94 l 
minute a 60 »c, 7 minutes a 72 *C) ont ete effectues 
dans un melange reactionnel de 100 /il, contenant 67 
mM Tris-HCL (pH 8.6), 16.7 mM (N^) 2 S0 4/ 6.7 mM MgCl 2 , 
10 io mM 2-mercaptoethanol, 0.01 % (p/ V ) gelatine, 200 
(M dATP, dTTP et dCTP, 100 pM dGTP, 100 /tM 7-deaza 
dGT, 600 ng de chaque amorce (07 : 
AACTTCCCTCTCTGCTATTC et 08 : CAGCAGAAACATACAAGCTG) et 
30 polymerase Taq (Perkin Elmer Cetus) , convert de 
15 100 /il paraffin. La moitie du melange de reaction a 
ete appliquee sur un gel d« agarose 0.7 % colore au 
bromure d'ethidium. Le margueur de taille est un 
digest Eco SI + Hind III d'ADN lambda. 
Analyses de Southern 
20 Trois clones independants de cellules E.S. contenant 
le Hox-3.1 mute (identifie par P.C.R.) ont ete isoles 
des ensembles positifs en utilisant des pipettes. 
Leur ADN a ete examine par analyse de Southern apres 
digestion avec les enzymes de restriction indigues 
25 dans la figure 8, afin de conf inner le ciblage 
specifique et de faire la distinction entre les loci 
recombin6s et sauvages. Deux sondes differentes ont 
ete utilisees dans 1« analyse de l'extremite 3« des 
loci Hox-3.1 dans les clones mutes et dans les 
30 cellules E.S. non T mutees agissant comme temoin (fig. 
8 c). La premiere sonde "a" etait contenue dans les 
sequences Hox-3.1 du plasmide de mutagenese et 
demontrait le nombre d«int6grations de vecteur et 
leurs liaisons physiques. Un des trois clones 
35 recombines contenait en outre una copie du plasmide 
integree au hasard (fig. 8 a, clone F2) . La deuxieme 
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sonde "b» qui n'etait pas contenue dans le vecteur de 
mutagenese faisait la distinction entre les alleles 
Hox-3.1 recombinees et sauvages (fig. 8b). Le locus 
recombine Hox-3.1 presentait, avec les deux sondes, 
5 1 • image d' hybridation attendue a partir des cartes de 
restriction du vecteur de mutagenese et du locus 
intact. En outre, 1' existence de deux domaines de 
recombinaison dans le bras 3« du vecteur a ete 
confirmee par la presence ou 1' absence de la sequence 

10 AT dans le locus Hox-3.1 recombine (par exemple fig. 
8, clone L5). L'extremite 5« du locus Hox-3.1 a 
egalement ete analyses pour l'evenement de 
recombinaison homologue. Des enzymes de restriction 
ne presentant pas de sites dans la sequence Hox-3.1 

15 5" de 6.8 Kb du vecteur de mutagenese ont ete utlises 
dans la digestion des ADNs des clones recombines. Ces 
ADNs ont ensuite ete soumis a une electrophorese dans 
un champ pulse pour differencier les fragments de 
poids moleculaire eleve. Une analyse de Southern de 

20 ce gel a egalement indigue les alleles recombinees 
correctement et les alleles Hox-3.1 sauvages, en 
utilisant une sonde presentant une sequence en amont 
du plasmide de mutagenese. 

Les analyses de Southern ont demontre q'une 

25 allele du gene Hox-3.1 a ete recombinee comme prevu. 
La recombinaison homologue etait equivalente a un 
double "crossing-over" entre les bras genomiques du 
plasmide de mutagenese et les sequences chromosomales 
homologues (Fig. 2) . 

30 Dans les clones recombinants, le gene lac Z a 

ete place sous le contrdle des sequences promotrices 
et regulatrices du Hox-3.1 en amont du codon AUG, 
mais les signaux 3' de maturation de mRNA provenaient 
du SV40. Dans ces clones recombines, 1' expression de 

35 lac Z n'etait pas decelable par coloration avec /3- 
Gal, ce qui est coherent avec 1» absence de 
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transcription' de Hox-3.1 dans des cellules E.S. 
determinee par analyse de protection de RNase.' 
L'activite de ^-Gal pouvait etre induite dans 
certaines cellules apres 3 ou 4 jours de culture en 
5 presence - de 5.10% acide retinoique, conditions 
connues connae induisant la transcription de Hox-3 1 
(ref. 19). 

En utilisant le vecteur de mutagenese pGMA, qui 
presente une homologie totale de 8.3 Kb AON avec le 
10 locus Hox-3.1 f un fragment de 120 pb a ete remplace 
par une insertion de 7.2 Kb. La frequence de ce 
replacement cible (i/ 90 0) est comparable a celle 
obtenue recemment (1/1000) avec hprt (ref. 13 ) ou 
avec En-2 (1/260) (ref. 20) , le fragment heterology 
15 insere etant cependant dans ces derniers cas d'une 
taille beaucoup moins importante (1.1 e t 1.5 Kb 
respectivement) . D'une maniere surprenante, il a ete 
constate qu'une frequence de recombinaison homologue 
tres elevee (1/40) a pu etre obtenue avec le vecteur 
20 pGMD. L- elimination des signaux 3- de maturation de 
mBNA et l. addition de la sequence de degradation de 
mBNA au gene de resistance a la neomycine a eu pour 
effet de reduire le nombre total de clones resistants 
au 6418 par 2.4 (tableau I). Le rapport de ciblage 
25 specifique etait presque 10 fois plus eleve (900/40) . 
Le mecanisme de recombinaison homologue mime a du 
etre affecte dans les experiences avec pGMD. Une 
explication possible de ces resultats serait qu'une 
sequence AT de 51 pb pourrait fournir, in vivo , une 
30 boucle ouverte dans le plasmide de mutagenese a cause 
de sa temperature de fusion plus basse, si les 
sequences Hox-3.1 voisines du pGMD peuvent etre 
influencees par cette ouverture, de chaque c6te de la 
region AT, elles pourraient reagir d'une maniere plus 
35 efficace, a l'etat simple-brin, avec le locus 
chromosomal Hox-3.1. Le modele de recombinaison 



FEUILLE DE REivIPLACEjv'SEKT 



15 



WO 90/1 1354 „^ 

PCT/FR90/00185 

29 

mitotique chez la levure suggere qu'il serait initie 
par un tel echange de brins, bien que le mecanisme de 
recombinaison homologue reste inconnu chez i es 
eukaryotes plus complexes. 
5 La figure 8 montre les resultats de 1- analyse de 

Southern effectuee sur des clones individus positifs 
(L5 et F2) et des cellules E.S. (C.C.E.). 

Les sondes utilisees n'hybrident qu'avec des 
sequences Hox-3.1 incluses dans le vecteur (a) ou 
10 exclues du vecteur de mutagenese (b) . L' image 
d'hybridation du locus Hox-3.1 recombine (triangles 
ouverts) se distingue clairement du locus sauvage 
(triangles noirs) . Les etoiles indiquent les bandes 
d'hybridation d'une copie du plasmide qui s'est 
integree au hasard. Le marqueur de taille est un 
digest Eco RI + Hind III d'ADN lambda. 

La figure 8(c) montre les cartes de restriction 
des alleles Hox-3.1 recombinees (rec.) et sauvages 
(wt). Les parties du vecteur de mutagenese et du 
locus Hox-3.1 sont indiquees avec les memes symboles 
que ceux utilises dans la figure 2. Dans ce cas la 
sequence AT a ete integree par recombinaison 
homologue. La fleche verticale indique l'extremite 3« 
du plasmide de mutagenese. La localisation des sondes 
••a" et «b.. utilisees dans ^analyse de Southern est 
egalement indiquee. Les abreviations utilisees dans 
la figure 8 sont les suivantes : B, Bam HI ; d Dra 
I, E, ECO RI , H, Hind III ; S/ - Sal I ; X/ Xho I.' 
17 " Production d ; e^tory nns chiiner Pn 

Une microinjection dans des blastocystes a ete 
effectuee avec 'deux clones E.S. recombinants 
contenant un allele Hox-3.1 intacte et un allele 
recombine, ces clones ne contenaient aucune autre 
copie du plasmide de mutagenese. Les Kariotypes de 
35 ces cellules etaient normaux. 
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Dix a guinze cellules mutees ont ete 
aicroinjectees par blastocyste. Apres reimplantation 
dans des meres porteuses, les embryons ont ete 
recueillis a 9.5, 10,5 et 12.5 jours p.c. et analyses 
5 pour expression de lac 2. La grille de transcription 
de Hox-3.1 a ces stades avait ete determinee au 
prealable par analyse d'hybridation in situ (re f i) 
Les transcrits Hox-3.l sont detectables pour la 
premiere fois au stade de gastrulation tardive et 
10 sont repartis dans tous les tissus de la partie 
arriere de 1-animal. Plus tard, la repartition 
devient progress ivement limitee dans 1'espace et 
specifigue au tissu. Au stade de 12.5 jours p.c la 
transcription est localisee dans la region cervicale 
15 du tube neural, au niveau du coeur. Au cours de 
l'embryogenese, la repartition de la transcription de 
Hox-3.1 subit done des modifications. Le stade io 5 
jours p.c. semble toe une periode de transition, ia 
transcription ayant lieu a la fois dans les deux 
20 regions arrieres et dans le tube neural cervical. 

Dans des embryons chimerigues de 9.5 et 10 5 
jours p.c, la partie caudale au bourgeon posterieur 
presentait une activite ^-Gal intense, tandis que le 
margueur n'a jamais ete detecte dans la region 
25 thoracique anterieure ou la tete (Pig. 9a ) . Dans la 
region arriere, des cellules colorees par le ^-Gal 
ont ete observees dans tous les tissus et de toutes 
les couches embryonnaires. Entre les deux bourgeons 
gui donnent les membres, des cellules colorees 
30 etaient reparties , dans des zones restreintes, dans 
l'ectoderme superficiel (Fig. 9 b) , comme dans les 
regions arrieres (Pig. 9c) et/ ^ forme de ± 
etroites ou rayures, dans le tube neural (Pig. 9b) 
Ces rayures presentaient une repartition irreguliere 
35 et asymetrigue sur la paroi du tube neural. La 
transcription de Hox-3.1 n'a pas ete detectee dans la 
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oouche mince, de cellules vers la fermeture du tube 
neural. Ces cellules n'ont peut-etre pas resiste aux 
traitements appliques lors de 1 'hybridation in situ 
II a ete observe que les cellules de l-ec^od^e 
5 neurale font partie, tres t6t, de parties differentes 
du systeme nerveux et migrent dans une direction 
radiale, suivant des mouvements lateraux etroits 
(ref. 21). ces resultats sont done coherents avec 
cette observation. 
10 L' expression de Lac z a done illustre 

correctement la premiere partie de la transcription 
de 1-homeogene Hox-3.1, e'est-a-dire dans tous les 
tissus des regions caudales des embryons de 9.5 et 
10 5 jours p.e., et a fourni de nouvelles 
15 informations concernant le mode de transcription de 
Hox-3.1. 

En revanche, l'expression de Lac Z n'a pas ete 
observee dans les regions cervicales du tube neural 
d'embryons chimeres de 12.5 jours, ni dans la region 

20 anterieure d'embryons de 10.5 jours ; ceci n'etait 
pas le resultat attendu a partir des etudes 
d'hybridation in situ, La phase ulterieure de 
transcription de Hox-3.l observee a partir du jour 
10.5 dans les zones tres localisees du tube neural 

25 n'etait pas mise en evidence par l'activite de^-Gal. 
Une explication possible pour ce resultat serait que' 
bien que l'expression de Lac Z soit sous le contrdle 
du promoteur Hox-3.1 # les sequences 3' du Hox-3 1 
sont absentes dans le gene reporteur. n est possible 

30 que des sequences 3- du codon d'initiation AUG du 
Hox-3.1 aient une' influence sur l'expression tardive 
de Hox-3.1 dans le domaine anterieur. un effet de 
"dosage de gene" pourrait aussi expliquer ce 
resultat. L'autoactivation de plusieurs homeogfenes 

35 chez prosophlla a ete demontree genetiquement ou 
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suggeree par la formation de complexes entre 1'ADN et 
les protdines des homeobox. 

SI le composant tardif de la transcription de 
Hox-3.1 dans le tube neural est maintenu par un 
mecanisme semblable, 1 • inactivation d'un allele 
pourrait avoir un effet dominant dans les celules de 
l'ectoderme neural. Puisqu'un allele seulement 
produirait la proteine Hox-3.l, le signal 
deactivation serait dilue sur les deux promoteurs. La 
reduction d'autoinactivation dans les deux loci 
pourrait ainsi conduire a un arret total de 
1' initiation de transcription. ceci pourrait 
expliquer pourquoi aucune expression de Lac z n'a ete 
detectee dans la region cervicale du tube neural 
d'embryons de 10.5 et 12.5 jours. 

V " Passage la media tion dang ^ 1irm iV 



transaenioues 

Les effets en F, et en P 2 de la modification 
apportee par !• insertion ciblee ont ete observes 
apres reproduction des chimeres. Le passage de la 
modification dans la lignee cellulaire germinale a 
ete constate. 



25 



30 



35 



EUiLLE DE RER3PLACEMENT 



WO 90/11354 

PCI7FR90/00185 

33 

BIBLIOGRAPTTtt? 
1. Le Mouellic, H. , Condamine, H . et B ri» - 
(1988). cenes * Development. 2, *' 

s l^T' D * R - (1987) - — — U( 

4. Nolan, g.p., Pierina s »< ' , 
Herzenberg, L.x. (10,6^= ^1" / *'*• " 

10 8S, 2603-2607. Sci " °SA 

5. Gorman, c. , Padaanabhan. r „ 

("»3, . scianca. 221. , S1 " 5J . * HOMrd ' »* 

6. Gormann, c.H., Marllno, g.t. »iiii„„ h 

Pa3tan - I- « Howard, ^ a p M - C - 

15 Acad. Soi . 0SA 79< 67 „. 6 ; 81 _ (1982 > »atl. 

7. Southern, p.j. e *. _ 

<*»et 1, 327- 3« <1982 ' J - Kt>1 - *PP1- 

8. Herbomel, p., Bourachot b v 

Cell. 39, 653-662. * ** < 1984 > - 

20 9. Robertson, E.J. moat, « , 

embruonic stem cells- Aw ^ too ™*»«- and 
Press, oxford. PraCtiCal a ^<=h. IRL 

lO.Kahn, A. (19 88) . Medecine/Sciences 4, 515-518 
H.G. Chu, Hayakawa H., Bero P Moa, ! 
25 Research 15, Nr . 3 , 131^26 ' ' »** 
12.Thon.pson, s., Clarke, A.R., Pow a m « 
M.L Melton, M .. (1989) ^ £ Hooper, 

-Thomas, K.R.capecchl, H.R. , 7l98 7) Tail, 51 

30 ££T M,J " Kaufmaim - < 1981 > — ^ 

".Robertson, e.,., (1986) in 

le.Robertson, E. , Bradley, a. , Kuehn m * tL 
Nature 323. 445-^« ' M * * Evans ' M- 



Nature 323, 445-448 (1986). 
35 



FEUfLLE DE REfV.PLACEItfE.MT 



WO 90/1 1354 _____ 

PCT/FR90/00185 

34 

17. Robertson, E.J. in Teratocarcinomas and Embryonic 
Stem cells (ed. Robertson, E.J. ) 71 - 112 (IRL , £ ~ 

18. Kim, H.S. & smithies, o. Nucleic Acids Res i_ 
5 8887-8903 (1988). ' 

19. Breier, G., Bucan, M., Prancke, U., Colberg-Poley 
A.M. & Gruss, P. EMBO J.5, 2209-2215 (1986) 

20. Joyner, A.L., Skarnes, w.c. 6 Rossant/j. Nature 
338, 153-156 (1989). «arure 

21. McKay, R. D. G. Cell 58, 815-821 (1989). 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



FEU.LLE DS REIV1PLACEMENT 



WO 90/11354 

PCI7FR90/O0KI5 

35 

R2VENDICATI0HS 

l.Procede de replacement spdcifigue, a'un otae 
nota»e„t par ciblage d-un ADH, ait ADH 'aCerSon 
constitue par one parti. a .„ g4ne ^ 

*t» rendu plus efficaca, iorequ.il est recoil 
avac un ADR da ccpla^t pour alors 
rac^binant ccplat dans 1. g* noBa d^,. ^ *™ 
aucaryota, caractdrie. an c. qua «llule 
- 1. aite d-insertion s. trouva dana un ,.„. 
B " 9ene receveur choisi. et 
compliment, et en ce que 



10 



- l'on transfecte des cellules eucaryctes avec un 



d inaartxon, respective.**: hcmdcgues a deux 
sequences gdnomiques qui jouxtent le site d-inaartion 
souhaitd dana le gene receveur, insertion 



" lene ~" *«* Prologue vis-A-vis du 

gene receveur, et 

- lea sequences f languages, .tent choiaiaa pami 
cellee qui conatituent 1. ausdit ADH d. coapiej* et 
qui autorieent, par reconbinaiaon bonoloZ aveTa.. 

" '"V™** correspondent.* du gene receveur, la 
^.constitution d-un gen. recombinant collet dana !e 
genome de la cellule eucaryote. 

2. Procdde salon la revendication 1, ied lt ADM 

30 u»e U 1: rti ° n ° 0ntenant ™ -~ 

une sdquenc. rdgulatrice, caracteried m ce que 

- 1. sit. d-inaertion ee trouv. dan. un g.n. choiai 
dit gene receveur et en ce que 

tMn ! £eCte dM Cellul « -«=aryot« avec un 

1MB dUnaertion et deux sequences ditas 
"rlenquentes- de part et d-eutre de 1^ 
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d- insertion, respectiveaent homologues a deux 
sequences genoaiques qui jouxtent le site d'insertion 
souhaite dans le gene receveur, 

- l'AON d'insertion etant heterologue vis-a-vis du 
° gene receveur et, 

- les sequences flanquantes etant choisies afin de 
peraettre par recoabinaison hoaologue selon le cas 
soit I- expression de la sequence codante de 1 'ADN 
d'insertion entier sous le controle des sequences 

10 rgulatrices du gene receveur, soit 1'expr^on 
dune sequence codante du gene receveur sous le 
contr61e de sequences regulatrices de !. M 
d'insertion. ADN 

3. Precede selon la revendication 1 OU 2 
caracterise en ce que 1'ADN d'insertion contient une 
sequence codante depourvue d'eleaent de regulation 
notaaaent d'un proaoteur qui lui est propre 

4. Precede selon 1'une quelconque des 

20 " 8 atl ° nS 1 * 3 ' Caract6ris « « ce que le gene 

20 receveur est present dans le genome de la cellule 

eucaryote en au aoins deux exemplaires. 

5 Precede selon 1'une quelconque des 

revendicatxons i a 4, caracterise en ce que chacune 
25 ^ S6quences ^anquantes a une longueur superieure a 

150 paxres de bases, et inferieure a la longueur du 

g6ne receveur. 

6# Proc6d6 selon i 'tir.** •> 

quelcqnque des 

revocations l a 5, caractsrise en ce „. l.s 

30 * UCMy ° tes sont ceilules scuches 

30 embryonnaires (E.S.,). 

. Pr ° C6d6 Sel ° n 1,UnS d6S "vendications 
prdcedentes, caracterise en ce que le gene 

d insertion est un gene heterologue a 1'espece 
transfectee. espece 

35 8. Precede selon 1'une des revocations 

precedentes, caracterise en ce que le vecteur 
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contient des sequences intercalees entre l e gene 
d' insertion et les sequences flanquantes. 

9. Precede selon la revendication 8, caracterise 
en ce que les sequences intercalates contiennent une 

5 sequence codant pour un agent selectif pennettant la 
selection des transfonaants et eventuellement un gene 
marqueur par exemple le LacZ. 

10. Precede selon l'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la transfection 
est effectuee par electroporation. 

11. Precede selon l'une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la technique de 
Polymerase Chain Reaction (P.C.R.) est utilisee pour 
amplifier la sequence d'ADN du locus ou se fait 
1' insertion pour verifier que 1' insertion a eu lieu 
dans le site souhaite. 

12. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que l'ADN d' insertion comport e, entre les 
sequences flanquantes, d'une part une sequence d'ADN 

20 destinee a etre recombinee avec l'ADN de complement 
dans le gene receveur pour f ournir un gene 
recombinant, et, d'autre part, une sequence codant 
pour un agent selectif permettant la selection des 
transformants et un promoteur autorisant 1» expression 
25 de 1» agent selectif, le gene receveur et le gene 
recombinant codant pour des produits d'expression ne 
conferant pas de phenotype selectable. 

13. Procede de production d'animaux 
transgeniques, caracterise en ce que des cellules 

30 e.S. sont transferees par le precede selon l'une des 
revendications i a 12 et selectionnees pour 
l'evenement de recombinaison homologue, a savoir 
1' integration correcte du gene etranger, les cellules 
sont injectees dans des embryons a un stade ou ils 
35 sont aptes a integrer les cellules transf ectees , par 
exemple au stade blastocyste, ceux-ci sont ensuite 
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reimplantes dans une mere porteuse et, les individus 
chimeres obtenus au terme de la gestation et cnez 
lesguels est constate la colonisation par les 
cellules E.S. de la lignee germinale, sont accouples 
5 pour obtenir des aniaaux transgenics heterozygotes 
pour le gene remplace. 

14. Plasmide apte a effectuer 1' insertion ciblee 
d'un gene dit gene d'insertion dans le genome d'une 
cellule eucaryote, caracterise en ce qu'ii contient 
10 un inserat comprenant lui-meme le gene d'insertion et 
deux sequences dites "flanquantes" de part et d' autre 
du gene d'insertion, respectivement homologues aux 
deux sequences genomiques qui jouxtent le site 
d'insertion souhaite dans le gene receveur. 
15 is.Plasmide selon la revendication 14, 

caracterise en ce que 1' inserat coaprend, entre les 
sequences flanquantes, d'une part une sequence d'ADN 
destinee a etre recombinee avec 1«ADN de complement 
dans le gene receveur, et, d'autre part, une sequence 
20 codant pour un agent selectif permettant la selection 
des transformants et un promoteur autorisant 
1« expression de 1' agent selectif, la sequence d'ADN 
destinee a etre recombinee avec l'ADH de complement 
etant autre qu'un gene codant pour un agent selectif. 
25 16. Plasmide pGN comme illustre dans la 

figure 1. 

17. Cellules eucaryotes transformees par le 
procede de la revendication 1. 

18. cellules selon la revendication 17 
30 caracterisees en ce que ce sont des cellules E.S. 

19. Animal transgenique dans lequel une seule 
copie d'un gene qui est present dans le genome a au 
moins deux exemplaires, a ete inactive par 
1' insertion d'un gene qui est different du gene 

35 inactive, le gene d'insertion etant insere dans une 
position qui permet 1 'expression de ce gene sous le 
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wSvI ^ SdqUSnCeS *» gene endogene 

20. Application du precede selon l-une 
5 ZniZT ^ reVendiCatW 14 " Po- la tnerapie 

21- Application du procede selon i-une 
quelconque des revendications i a 12 pour 
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